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It has been  reported  that  the BM microenvironment, and  specifically  IL6 derived 
from BM‐MSCs, shifts dependency towards MCL‐1 in MM cells [17]. This is majorly at‐
tained  through  phosphorylation  of  the  pro‐apoptotic  protein BIM, which  switches  its 
binding from BCL‐2 or BCL‐XL to MCL‐1, and in some cells through upregulation of MCL‐










S63845 with  venetoclax  is  able  to  overcome  the  proliferative  advantage  conferred  by 
pMSCs. 
2. Materials and Methods 








































with S63845, venetoclax, or  their combination  for 48 h. After the addition of  luciferase, 
bioluminescence of MM.1S‐luc cells was considered a surrogate of cell viability. Half‐max‐
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S63845  nor  venetoclax  affected  pMSC  viability,  even  at  high  concentrations  (Figure 
S1A,B). 

































































































































































































































































































































































































BCL‐2  expression,  the MM.1S  cell  line was  transiently  transfected with  correspondent 












































































































































































target of miR‐21‐5p,  luciferase  reporter  assays were performed using miRNA binding 
sites  in  their 3′UTR  region. MCL1 and BCL2 wild‐type  (WT) 3′UTR sequences,  respec‐
tively containing miR‐193b‐3p and miR‐21‐5p binding sites, were cloned into a dual‐lucif‐
erase  reporter plasmid.  In parallel, 3′UTR sequences harboring mutant  (MUT) binding 
sites were cloned into the same reporter plasmid and used as negative controls. HEK293 











































































































MCL1MUT 3́ UTR (327 - 334)



























































ing  its  superiority  over  S63845  and  venetoclax  in monotherapy  and  co‐culture with 





was observed with  the drugs  in monotherapy,  the double  combination did not  affect 
pMSCs’ viability (Figure S5). 
   






totic members)  [30], BH3‐mimetics are  emerging  as promising  therapeutic options  for 
these diseases. This relies on B cell dyscrasias being relatively “primed for apoptosis” as 
compared with their normal counterparts, with anti‐apoptotic proteins being engaged in 
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microenvironment seemed  to be mediated by  the  formation of additional BCL‐XL/BIM, 
but not BCL‐2/BIM complexes. However, resistance to venetoclax was mainly mediated 
by increased MCL‐1/BIM levels in co‐culture conditions. Finally, the S63845 + venetoclax 













ulated  expression  of MCL‐1  observed  in MM.1S  cells  cultured  in  the  presence  of  the 
stroma is, at least partially mediated through the reduced expression of miR‐193b‐3p in‐
duced  in  these  conditions. Decreased  BCL‐2  levels  in MM.1S  cells  in  co‐culture with 
pMSCs were accompanied by increased miR‐21‐5p expression, although BCL2 transcripts 
were not confirmed as a direct target of this miRNA. Mechanistically, we have shown that 
BCL‐XL/BIM complexes may play a  role  in  the development of  resistance  to S63845  in 
MM.1S in co‐culture with pMSCs. On the other hand, the resistance to venetoclax in the 
presence of the stroma seemed to be mainly mediated by increased interactions of MCL‐
1 with BIM. Finally,  the S63845 + venetoclax combination  in  the co‐culture setting was 
highly effective and overcamethe co‐dependencies for anti‐apoptotic proteins observed in 
these conditions. 
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